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Abstract of DE19940389 

The present invention relates to novel selective inhibitors of the urokinase plasminogene 
activator (uPA, EC 3.4.21 .3 1) of the aryl guanidine type. 
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(5?) Selektive Inhibitoren des Urokinase-Plasminogen Aktivators 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft neue selektive Inhibi- 
toren des Urokinase-Plasminogenaktivators (uPA, EC 
3.4.21.31) vom Arylguanidintyp. 
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DE 199 40 389 A 1 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue selektive Inhibitoren des Urokinase-Plasminogen aktivators (uPA, EC 
3.4.21.31) vom Arylguanidintyp. 
5 Der Plasminogenakti vat or von Urokinase-Typ (uPA) spielt eine Schlusselrolle bei der Tumorinvasion und Metastasen- 
bildung (Schmitt et al., J. Obst. Gyn. 21 (1995), 151-165). uPA wird in verschiedenen Arten von Tumorzellen uberex- 
primiert (Kwaan, Cancer Metastasis Rev. 1 1 (1 992), 291-31 1 ) und bindet an den Tumorassoziierten uPA-Rezeptor (uPA- 
R), wo die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin stattfindet, Plasmin ist in der Lage, verschiedene Komponenten der 
extrazellularen Matrix (ECM) wie Fibronectin, Larninin und Koliagen Typ IV abzubauen. Es akuviert auch einige andere 
10 ECM-abbauende Enzyme, insbesondere Matrix -Metalloproteinasen. Hohe Mengen an Tumorassoziiertem uPA korrelie- 
ren mit einem hoheren Metastasierungsrisiko fur Krebspatienten (Stephens et al, Breast Cancer Res. & Treat. 52 (1 998), 
99-111). Eine Hemmung der proteolytischen Aktivitat von uPA ist daher ein guter Ansatzpunkt fur eine anti-metastati- 
sche Therapie. 

Ein gemeinsames Merkmal vieler bekannter synthetischer uPA -Inhibitoren ist ein basischer Rest, der Amidino- oder 
15 Guanidino-Gruppen enthalt, und an Asp 189 in der SI -Spezifitatstascbe von uPA binden kann und dort als Arginin-Mime- 
tikum wirkt (Spraggon et al., Structure 3 (1995), 681-691). Die meisten der bekannten Inhibitoren sind jedoch nicht se- 
lektiv fur uPA, sondern hemmen auch andere Serinproteasen wie Trypsin, Thrombin, Plasmin oder Gewebs-Plasmi no- 
gen aktivator (tPA). 

p-Aminobenzamidin ist ein moderat selektiver uPA-Inhibitor mit einer Hemmkonstante von 82 uM. Billstroem et al. 
20 (Int. J. Cancer 61 (1995), 542-547) konnten eine deutliche Abnahme der Wachstumsrate von DU145 Tumoren (eine Pro- 
stata- Adenokarzinom-Zellinie) in SCTD Mausen bei oraler Verabreichung in einer Tagesdosis von 125 bis 250 mg p- 
Aminobenzamidin/kg/Tag zeigen. Die Nebenwirkungen waren verhachlassigbar gering. 

Einige monosubsUtuierte Phenylguanidine haben sich als wirksame und selektive uPA Inhibitoren in vitro erwiesen. 
Diese kleinen Molekule zeigen Inhibierungskonstanten im Mikromolarbereich, sie binden jedoch nur in der SI Tasche 
25 von uPA (Yang et al., J. Med. Chem. 33 (1 990), 2956-2961 ). Biologische Untersuchungen mit diesen Verbindungen wur- 
den nicht durchgefuhrt .. 

Das Diureukum Amilorid ist ein selektiver uPA-Inhibiior (Ki, uPA = 7 uM), der die Bildung von Lungenmetasiasen 
nach i.v. Inokulation von Ratten-Brustadenokarzinomzellen verhindert (Kelten et al., Anticancer Res. 8 (1988), 
1373-1376). Einige Deri vale von 3-Amidino-phenylalanin haben sich ebenfalls als wirksame Inhibitoren von Serinpro- 

30 teasen erwiesen, diese Verbindungen weisen jedoch im allgemeinen nur eine geringe Selektivitat fur uPA auf (Stiirzebe- 
cher et al., J. Med. Chem. 40 (1997), 3091-3099; Sturzebecher et al., J. Enzyme Inhib. 9 (1995), 87-99). 

Die derzeit wirksamsien und selektivsten uPA -Inhibitoren sind Derivate von Benzo[b]thiophen-2-carboxamidin 
(B428 und B623: Ki, uPA = 0,32 bzw. 0,07 uM; US-Patent 5,340,833). Rabbani et al. (Int. J. Cancer 63 (1995), 840-845) 
sowieXing et al. (Cancer Res. 57 (1997), 3585-3593) konnten nach Verabreichung von 4-Iod-benzofb]-thiophen-2-car- 

35 boxamidin (B428) eine Abnahme des Tumorwachstums und der Metastasenbildung in einem syngenen Modell fur Rat- 
ten-Prostatakarzinom bzw. Maus-Mammakarzinom zeigen. Letztere Untersuchungen zeigten eine weitere Abnahme des 
Primartumorwachstums bei gemeinsamer Verabreichung von B428 mit dem Antiostrogen Tamoxifen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, neue selekuve uPA -Inhibitoren bereitzu- 
stellen. Diese Aufgabe wird durch neue Arylguanidin- und insbesondere Phenylguanidin-Derivate gelost. Diese Verbin- 

40 dungen enthalten einen weiteren Substituenten am aromatischen Ringsystem, vorzugsweise in Para-Position zur Guani- 
dingruppe, der eine gegebenenfalls substituierte Methylengruppe gefolgt von Wasserstoffdonor/Akzeptorfunkuonalita- 
len enthalt. Aufgrund dieses Substitutionsmusters weisen die Verbindungen eine besonders hohe Wirksamkeit und Se- 
lektivitat fur uPA auf. Diese Wirksamkeit konnte moglicherweise darauf zuriickzufuhren sein, daB sie 

45 (1) als Arginin-Mimetikum mil dem Aminosaurerest Asp 189 in der SI -Tasche von uPA wechselwirken und 

(2) eine Wechselwirkung mit der S2- und/oder S3-Tasche von uPA eingehen konnen. 

N- substituierte p-Aminophenylguanidine (ohne Methylen spacer) sowie Derivate von p-Guanidino-phenylalanin (2 
Methylengruppen als Spacer) waren als uPA -Inhibitoren unwirksam. Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemafien 
50 Verbindungen Urethan- oder HarnstofTgruppen fiir eine Wechselwirkung mit S2 und/oder groBe hydrophobe Reste wie 
Arylgruppen oder Cycloalkylgruppen (z. B. A dam an tan) fiir eine Wechselwirkung mit S3. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 

55 
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65 Ar ein aromauscbes oder heteroaromatisches Ringsystem bedeutet, 
X 1 NR 3 R 4 , OR 3 , SR 3 , COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 bedeutet, 

R 1 H, einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest oder COOR 3 , 
CONR 3 R 4 oder COR 5 bedeuteu 
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X 2 NH, NR 4 , O Oder S bedeutel, 
X 3 NH, NR 4 , O, S , CO, COO, CONH oder CONR 4 bedeuteL, 50 
Y C(R 8 ) 2 bedeutel, 
R 4 wie in Formel (I) definiert isl, 

R 7 H oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest oder -SO^R 
bedeutel, 

R 8 jeweils unabhangig H, Halogen oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Aryl- oder/ 55 
und Heteroarylrest bedeutel, 

R 9 H oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest bedeutet und 
n eine ganze Zahl von 0 bis 2 isl. 

X 2 ist vorzugsweise NH oder O, besonders bevorzugt O. X 3 ist vorzugsweise NH oder -O-. Y ist vorzugsweise CH 2 
oder CHR 8 , wobei R 8 vorzugsweise wie R 4 in Formel (I) definiert isl. 60 

R 7 und R 9 sind vorzugsweise wie R 5 in Formel (I) definiert. 

Am meisten bevorzugt ist R 3 eine Gruppe der allgemeinen Formeln da, nib oder Hie: 

65 
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R 2 Halogen, C(R 6 ) 3 ), C 2 (R 6 ) 5 , OC(R 6 ) 3 oder OC 2 (R 6 ) 5 bedeuteu 
R 3 H oder einen beliebigen organischen Rest bedeutet, 

R 4 H oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylrest bedeutet, 

R 5 H, einen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Carboxy-alkyl-, Carboxy-alkenyl-, Carboxy-alkinyl-, Carboxy-aryl- oder Car- 
boxy-heteroarylrest bedeutel, wobei die Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- und Heteroarylreste gegebenenfalls substitu- 
iert sein konnen, 

R 6 jeweils unabhangig H oder Halogen, insbesondere F, ist und 
m eine ganze Zahl von 0 bis 4 ist, 

oder Salzen dieser Verbindungen zur Herstellung eines Mittels zur Hemmung des Urokinase-Plasminogen aktivators. 

Die Verbindungen konnen als Salze, vorzugsweise als physiologisch vertragliche Sauresalze, z. B. als Salze von Mi- 
neralsauren, besonders bevorzugt als Hydrochloride oder als Salze von geeigneten organischen Sauren vorliegen. Die 
Guanidiniumgruppe kann gegebenenfalls Schutzfunktionen tragen, die vorzugsweise unter physiologischen Bedingun- 
gen abspaltbar sind. Die Verbindungen konnen als optisch reine Verbindungen oder als Gemische von Enantiomeren 
oder/und Diastereoisomeren vorliegen. 

In den Verbindungen der allgemeinen Formel (I) ist Ar vorzugsweise ein aromausches oder heteroaromatisches Ring- 
system mit einem einzigen Ring, insbesondere ein Benzolring. In diesem Ringsystem sind die Substituenten CHX l R ! 
und NHC(NH)NH 2 vorzugsweise in Meta- oder Para-Position und besonders bevorzugt in Para-Posiuon zueinander an- 
geordnel. Dariiber hinaus kann Ar noch weitere von Wasserstoff verschiedene Substituenten R 2 enthalten. Vorzugsweise 
ist die Anzahl der SubsUtuenten R 2 0, 1 , 2 oder 3, besonders bevorzugt 0 oder 1 und am meisten bevorzugt 0. Bevorzugte 
Beispiele fur R 2 sind Halogenatome (F, CI, Br oder I), CH 3 , CF 3 , OH, OCH 3 oder OCF 3 . 20 

Fur dielnhibitoraktivitat kritisch ist der Subsutuent -CJD^R 1 . R 1 kann H oder ein gegebenenfalls subslituierter Alkyl- 
, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest sein. Der Alkylrest kann eine geradketlige oder verzweigte Q-Cicr 
Alkylgruppe, insbesondere eine Ci-C 4 -Alkylgruppe, oder eine C 3 -Cg-Cycloalkylgruppe sein, die beispielsweise mit C r 
C 3 -Alkoxy, Hydroxyl, Carboxyl, Amino, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen aber auch mit Aryl- oder Hete- 
roarylresten subsUtuiert sein kann. Alkenyl- und Alkenylreste sind vorzugsweise C 2 -Cio-Gruppen, insbesondere Q-C4- 25 
Gruppen, die gegebenenfalls wie zuvor angegeben substituierl sein konnen. Aryl- und Heteroarylreste konnen beispiels- 
weise mit Ci-C 6 -Alkyl, C r C 3 -Alkoxy-Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano oder/und Oxo substituierl sein. Wei- 
terhin kann R 1 die Bedeutungen COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 aufweisen. 

Die Gruppe X 1 ist ein Rest mi t Eleklronendonor- oder/und Elektronenakzeptor-Eigenschaften, vorzugsweise NR R 4 , 
OR 3 , SR 3 , COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 . Besonders bevorzugt isl X 1 NR 3 R 4 . R 3 kann ein beliebiger brganischer Rest 30 
oder WasserstorT sein. R 4 kann Wasserstoff oder ein gegebenenfalls subslituierter Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylrest sein, 
wie zuvor angegeben. 

R 5 kann Wasserstoff, ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Carboxy-alkyl-, Carboxy-alkenyl-, Carboxy-alkinyl-, Carboxy- 
aryl-oder Carboxy-heteroaryl-Rest sein. Vorzugsweise ist R 5 ein raumfullender Rest und enlhalt mindesiens eine Aryl-, 
Heteroaryl-, Cycloalkyl- oder/und tert.-Alkylgruppe, Besonders bevorzugt sind Phenylreste, substituierte Phenylresie, 35 
tert. Alkylreste und Cycloalkylreste, die gegebenenfalls Substituenten wie vorstehend definiert enthalten konnen. 

Wenn X 1 die Bedeutung NR 3 R 4 hat und R 3 und R 4 jeweils unabhangig Wasserstoff oder gegebenenfalls substituierte 
Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Heteroarylreste (siehe Definition fur R 1 ) darstellen, weist R l vorzugsweise eine von 
Wasserstoff verschiedene Bedeutung, besonders bevorzugt COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 , insbesondere COOR 3 , 
CONH 2 , CO-COOR 5 oder CHO auf, so daB die Verbindungen I Derivate von Guanidino-Phenylglycin sind. 

Besonders bevorzugt ist R 3 eine Gruppe der allgemeinen Formel (II): 



40 
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25 worin R 7 und R 9 wie in Formel (II) definiert sind. 

Die Substituenten R 7 und R 9 enthalten - ebenso wie R 5 - vorzugsweise raumfullende Gruppen, die ausgewahlt sein 
konnen aus gegebenen falls substituierlen Arylresten, insbesondere Phenyl- und subsutuierten Phenylresten und gegebe- 
nenfalls substituierten verzweigte Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylresten, insbesondere mit tertiaren C-Atomen wie ten.- 
Butyl oder Neopentyl oder gegebenen falls substituierten Cycloalkylresten, insbesondere Bi- oder Tricycloalkylresien 

30 wie Adamantyl. 

Eine besonders hohe Affinitat und S el ekti vital fur uPA haben auch Verbindungen der allgemeinen Formel (IV): 



H 2 N 




35 NH ( Ar 3 CHR 1 - X 1 - X 2 - CHR 1 




H 



40 worin Ar, X 1 , R 2 und m unabhangig bei jedem Vorkommen gleich oder verschieden sein konnen und eine Bedeutung wie 
in den Formeln (I), (IT) und (ITIa-c) definiert besitzen. 

Die Verbindungen der Formel (IV) enthalten zwei Arylguanidinogruppen und sind uber ihre Substituenten CHR^X 1 -, 
die jeweils gleich oder verschieden sein konnen, miteinander verkniipft. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) konnen beispielsweise ausgehend von p-Amino-benzylarnin gemaB den 

45 in den Fig. 1 und 2 gezeigten Reaktionsschematen hergestellt werden. 4-A mi no-benzyl amin kann beispielsweise mil ei- 
nem Schutzreagenz fur Aminogruppen, z. B. Ditert-butyl-pyrocarbonat zu einem geschuizten Zwischenprodukt 4-(N- 
Boc-Aminomethyl)-anillin (I) umgesetzt werden, wobei Boc tert-Butyloxycarbonyl bedeutet. Die aromatische Amino- 
funktion dieser Verbindung kann mil einem Guanidinylierungsreagenz, z. B. RN'-di-Z-N^triflylguanidin umgesetzt 
werden, wobei l-[4-(N-Boc-aminomethyl)-phenyl]"2,3-di-Z-guanidin (2) entstehu wobei Z Benzyl ox ycarbonyl bedeu- 

50 tet. Diese Verbindung kann durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe zu l-[4-(Aminomethyl)-phenyl]-2,3-di-Z-guanidi- 
nium-hydrochlorid (4) umgesetzt werden. Die Verbindung (4) kann wiederum mit reaktiven Verbindungen wie etwa 
Chlorameisensaureestern, Isocyanaten oder N-Hydroxysuccinimidestern zu den gewunschten Endprodukien Limgesetzt 
werden. 

Die DarsteDung hydrierungslabiler Verbindungen ist in Fig. 2 beschrieben. 4-Amin6-benzylamin kann mit einem 
55 Schutzreagenz fur Aminogruppen, z. B. Benzyloxycarbonyloxysuccinimid zu einem geschiitzten Zwischenprodukt (6) 
und dann mit einem weiteren Guanidinylierungsreagenz, z. B. N,N'-di-Boc-l-guanylpyrazol zu (7) umgesetzt werden. 
Diese Verbindung kann zu (8) hydriert und anschlieBend mit reaktiven Verbindungen zu den gewunschten Endprodukten 
umgesetzt. werden. 

Auf entsprechende Weise konnen auch Verbindungen synthetisiert werden, bei denen X 1 die Bedeutung OR 3 , SR 3 , 
60 COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 hat. 

Die erfindungsgemaBen Urokinaseinhibitoren konnen gegebenen falls zusammen mit geeigneten pharmazeutiscben 
Hilfs- oder Tragerstoffen zur Herstellung von Arzneimitteln oder in der Diagnostik verwendet werden. Dabei ist eine 
Verabreichung in Kombination mil. anderen Wirkstoffen, z. B. anderen Urokinaseinhibitoren wie etwa Antikorpern oder/ 
und Pep ti den moglich. 

65 Die Arzneimittel konnen bei Menschen und Tieren topisch, oral, rektal oder parenteral, z. B. subkutan oder iniravenos, 
z. B. in Form von Tabletten, Dragees, Kapseln, Pellets, Suppositorien, Losungen oder transdermalen Systemen, wiePfla- 
stem, verabreicht werden. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind zur Bekampfung von Rrankheiten geeignet, die mit einer pathologischen 
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Uberexpression von uPA oder/und uPAR assoziien sind. Sie sind beispielsweise in der Lage, hocheffizient das Wachstum 
oder/und die Ausbreitung der malignen Tumoren sowie die Metastasierung von Tumoren zu hemmen. Dabei konnen die 
uPA -Inhibitoren gegebenenfalls zusammen mit anderen Tumormitteln oder mit anderen Behandlungsarten, z. B. Be- 
strahlung oder chirurgischen Eingriffen, eingesetzl werden. Weiterhin sind die erfindungsgemaBen Inhibitoren auch fur 
andere uPA-assoziierte Erkrankungen wirksam. 5 

ErfindungsgemaBe uPA -Inhibitoren sind vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens einen zweifach, 
vorzugsweise mindestens einen funffach und besonders bevorzugt einen mindestens zehn- und bis zu 1000-fach gerin- 
geren Kj-Wert fur uPA gegenuber tPA aufweisen. Weiterhin ist bemerkenswert, daB die erfindungsgemaBen Verbin dun- 
gen die Blutgerinnung nur geringfugig beeinflussen, da sie fur eine effektive Hemmung von Thrombin, Plasrnin und Fak- 
tor Xa zu hohe Ki-Werie haben. io 

Die erfindungsgemaBen Substanzen der Formel (I) konnen in Form von Konjugaten mit physiologisch wirksamen 
Substanzen eingesetzl werden, z. B. mit Radiomarkierungen oder mit zytotoxischen Mitteln, z. B. Chemotherapeutika 
wie cis-Platin oder 5-Fluor-uracil, oder Peptiden. Weiterhin konnen die Substanzen auch in die Membran von Tragerve- 
sikeln, z. B. Liposomen, eingebaut werden und somit ein Targeting von in den Tragervesikeln eingeschlossenen Wirk- 
substanzen, z. B. zytotoxischen Mitteln, wie etwa Doxorubicin, ermoglichen. 15 

Durch die Erfindung wird ein Verfahren zur Urokinasehemmung bei Lebewesen, insbesondere bei Menschen, durch 
Verabreichung einer wirksamen Menge mindestens einer Verbindung der allgemeinen Formel (I) bereitgestellt. Die Do- 
sierung der Verbindung liegt iiblicherweise im Bereich von 0,01 bis 100 mg/kg Korpergewicht pro Tag. Die Dauer der 
Behandlung hangt von der Schwere der Erkrankung ab und kann von einer einmaligen Gabe bis zu einer mehrwochigen 
oder sogar mehrmonatigen Behandlung, die gegebenenfalls in Intervallen wiederholt werden kann, reichen. 20 

SchlieBlich betrifft die Erfindung neue Aryl-Guanidinderivate der allgemeinen Formel (I). 

Die Erfindung soil an den folgenden Beispielen und Abbildungen naher erlautert werden. Es zeigt 

Fig. 1 ein allgemeines Reaktionsschema zur Herstellung erfindungsgemaBer hydrierungsstabiler Substanzen. 

Fig. 2 ein allgemeines Reaktionsschema zur Herstellung erfindungsgemaBer hydrierungslabiler Substanzen. 

25 

Beispiele 
Material und Methoden 

Alle fur die Synthese von uPA -Inhibitoren verwendeten Losungsmittel und Reagenzien waren von der hochsten kom- 30 
merziell verfiigbaren Qualitat und wurden - sofern erforderlich - durch Standardmetboden weiter aufgereinigt und ge- 
trocknet. Die analyusche HPLC erfolgte auf Nucleosil 100/C18 Saulen (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) unter 
Verwendung eines linearen Acetonitril/2% H3PO4 Gradienten (von 5 : 95 bis 90 : 10 in 13 min) ESI-MS-Spektren wur- 
den auf einem Perkin Elmer API 165 Massenspektrometer gemessen. 

35 

Beispiel 1 

Synthese von saurelabilen Urethanen, z. B. 4-(N-Boc-aminomethyI)-phenylguanidin (3) 

4-(N-Boc-aminomethyl)-anilin (1) 40 

4-Amino-benzylamin (2 ml; 17,6 mmol) wurde in 1,4-Dioxan (10 ml) gelost. Unter Rilhren wurde eine wassrige 2N 
NaOH-Losung (17,6 ml; 35,2 mmol) zugegeben. Eine Losung von Di-tert-butyl-pyrocarbonat (3,08 g; 14,1 mmol) in 
1,4-Dioxan (30 ml) wurde tropfenweise uber 30 min zugegeben und das Reaktionsgemisch uber Nacht bei Raumiempe- 
ratur geriihrt Die Losung wurde im Vakuum auf eiwa 1 0 ml konzentriert und zweimal mit Ethylacetat (30 ml) extrahiert. 45 
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wassrigem 5% KHSO4 (10 ml), wassrigem 5% NaHC03, Wasser und 
Salzlosung gewaschen, uber wasserfreiem Na2SC>4 getrocknet und im Vakuum eingedampft, wobei das Produkt als hell- 
gelbe Festsubsianz erh alien wurde. 

Ausbeute: 2,38 g (76%); HPLC: L R 5,6 min. MS 223 (M+H) + , berechnet 222 (M). 



l-[4-(N-Boc-aminomethyl)-phenyl]-2,3-di-Z-guanidin (2) 



4-(Boc-aminomethyll-phenylguanidinium-hydrochlorid (3) 



50 



Eine Losung der Verbindung (1) (500 mg; 2,24 mmol) und N,N'-di-Z-N n -triflylguanidin (1,04 g; 2,24 mmol) (Feich- 
tinger et al., J. Org. Chem. 63 (19981, 3804-3805) in 5 ml Aceton wurde bei Raumtemperatur heftig genihrt. Nach 
1 0 min beg an n das Produkt in Form eines Prazipitats auszu fallen. Nach 2 h wurde das Produkt abfiltriert, im Vakuum ge- 55 
trocknet und aus Methanol urnkristallisiert, wobei weiBe Kristalle erhalten wurden. 
Ausbeute: 1 ,065 g (89%); HPLC: t R 13,4 min. MS 533 (M+H) + , berechnet 532 (M). 



60 



50 mg (0,107 mmol) der Verbindung (2) wurden in 5 ml Methanol gelost, geriihrt und fur 3 h uber einem 10% Palla- 
dium- A ktivkohle-Katal ysator hydriert. Nach Entfernung des Katalysators durch Filtration wurde das Losungsmittel im 
Vakuum abgedarnpft. Der Ruckstand wurde aus M eih an ol/Diisopropyl ether nach Zugabe von einem Aquivalent. HC1 in 
1,4-Dioxan umkristallisiert. 

Ausbeute: 28 mg (87%); HPLC, t R 7,1 min. MS 265 (M+H)\ berechnet 264 (M). 65 
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Beispiel 2 

Synlhese von disubsutuierten HamstofTen unter Verwendung von l-|4-(AminomemyU-phenyl]-2,3-di-Z-guanidinium- 
hydrochlorid (4) alsBaustein, z. B. 4-[3-(-l-AdamantyI)-ureido]-phenyl-guanidinium-hydrochlorid (5) 

5 

l-[4-(Aminomelhyl)-phenyl]-2,3-di-Z-guanidinium-hydrochlorid (4) 

1 g (1,878 mmol) der Verbindung (2) wurde in 20 ml 3 N HQ (Gas) in 1,4-Dioxan bei 0°C gelost und fur 2h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde das kristalline Produkt in nahezu quanutaiiver 
10 Ausbeute erhalten. 

Ausbeute: 872 mg (99%); HPLC: t R 10,2 min. MS 433 (M+H) + , berechnet 432 (M). 

4-f3-(-l-Adamantyl)-ureido]-phenyl-guanidinium-hydrochlorid (5) 

50 mg (0,107 mmol) der Verbindung (4), 17 mg (0,107 mmol) Adamantyl-isocyanat und 45 ul (0,32 mmol) Triethy- 
lamin wurden in 1 ml Ethyl en chlorid gelost. Das ReakUonsgemisch wurde fur 3 h bei Raumtemperatur geruhrt.. 

Nach Abdampfen des Losungsmittels im Vakuum wurde der Ruckstand in Ethylacetat (10 ml) gelost und dreimal mit 
0,1 N wassriger HC1 extrahiert. Die organische Phase wurde bis zu Trockene eingedampft. Die Entfernung der Z-Schutz- 
gruppen erfolgte wie fur Verbindung (3) beschrieben. 

Ausbeute: 15 mg (37%); HPLC: t R 8,6 min. MS 342 (M+H) + , berechnet 341 (M) 

Beispiel 3 

Svnthese von hydrierungslabilen Verbindungen, z. B. 4-[N-(4-Niu-obenzvloxvcarbonyl)-aminomethyl]-phenylguanidin 

(9) 

4-(N-Z-Aminomethyl)-anilin (6) 

4-Amino-benzylamin (1 ml; 8,82 mmol) wurde in 10 ml 1,4-Dioxan gelost. Eine wassrige 2 NaOH Losung von NaOH 
(8,8 ml; 17,64 mol) wurde unter Riihren zugegeben. Dann wurde eine Losung von Benzyloxycarbonyloxysuccinimid 
(1,978 g; 7,938 mmol) in 10 ml 1,4-Dioxan Lropfenweise Liber 15 min zugegeben, und das ReakUonsgemisch fur 5 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wurde im Vakuum auf etwa 10 ml konzentriert und zweimal mit 30 ml Ethylacetat 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wassriger 5%iger NaHC03 Losung, Wasser und Salzlosung 
gewaschen, iiber wasserfreiem Na 2 S0 4 getrocknet, eingedampft und im Vakuum getrocknet, wobei das Produkt als hell- 
gelbe Festsubstanz erhalten wurde. 

Ausbeute: 1,8 g (88%); HPLC: t R 6,8 min. MS 257 (M+H) + , berechnet 256 (M). 

l-|4-[N-Z-Aminomethyl)-phenyl]-2,3-di-Boc-guanidin (7) 

Eine Losung von 495 mg (1,93 mmol) der Verbindung (6) und 599 mg (1,93 mmol) N,N'-di-Boc-l-guanylpyrazoJ 
(Bernatowicz et al., Tetrahedron Lett. 34 (1993), 3389-3392) in 5 ml Aceton wurde fur 3 Tage bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt. Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde der Ruckstand in 50 ml Dielhylether gelost, mit wassriger 5% KHSO4 
Losung, Wasser und Salzlosung gewaschen und uber wasserfreiem Na 2 SC>4 getrocknet. Nach Abdampfen des Diethylel- 
hers im Vakuum wurde ein hellgelber Schaum erhalten. 

Ausbeute: 670 mg (70%); HPLC: t R 12,1 min. MS 499 (M+H) + , berechnet 498 (M) 

1 -(4-Aminometh yl)-phenyl-2,3-di-Boc-guanidin-hydrochlorid (8) 

Die Verbindung (8) wurde durch katalytische Hydrierung von 600 mg (1,2 mmol) der Verbindung (7) in Ethanol uber . 
einem 10% Palladium-Aku'vkohle-Katalysator fur 1 h erhalten. Nach Filtration des Katalysators wurde das Losungsmil- 
tel im Vakuum eingedampft, wobei ein Ol erhalten wurde, das aus Isopropanol/Diisopropylether nach Zugabe von 1 
Aquivalent HC1 in 1,4-Dioxan umkristallisiert wurde. 

Ausbeute: 450 mg (91%); HPLC: \r 8,1 min. MS 365 (M+H) + , berechnet 364 (M) 

4-rN-(4-Niu-obenzyloxycarbonyl)-aminomethyl]-phenylguanidin-hydrochlorid (9) 

Eine Losung von 50 mg (0,125 mmol) der Verbindung (8), 27 mg (0,125 mmol) 4-Nitrobenzylchlorformiat und 52 pi 
(0,375 mmol) Triethylamin in 1 ml Methyl enchlorid wurde fur 3 h bei Raumtemperatur geru'hrt. Nach Abdampfen des 
Losungsmittels wurde der Ruckstand in 30 ml Ethylacetat aufgelost und dreimal mit 0,5 N wassriger HC1 gewaschen. 
Nach Abdampfen des Ethylacetats wurde der Ruckstand in 95% Trifiuoressigsaure gelost und fur 1 h geruhrt. Nach Ab- 
dampfen des Losungsmit.tel wurde das Produkt. aus Ethanol/Diisopropyl ether umkristallisiert. 
Ausbeute: 35 mg (60%); HPLC: t R 8,1 min. MS 344 (M+H) + , berechnet 343 (M). 

Beispiel 4 

In vitro Hemmung von Urokinase durch ausgewahlte Verbindungen der Formel I 
Zur Bestimmung der uPA Inhibiioraktivitat' wurden 200 ul Tris-Puffer (0,05 mol/1, den Inhibitor enthaltend. 
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0,154 rnoiyi NaCl, 5% Elhanol, pH 8,0), 25 ul Substrat (Pefachrome UK oder BZ-P-Ala-Gly-Arg-pNA in H 2 0; Penta- 
pharm LTD, Basel, Schweiz) und 50 pi sc-Urokinase CRibosepharm GmbH, Haan, Deutschland), bzw. eine entspre- 
chende andere Protease bei 25°C inkubien. Nach 3 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 pi Essigsaure (50%) 
unterbrochen und die Absorption bei 405 nm mittels eines Mikroplate Reader (MR 5000, Dynatech, Denkendorf, 
Deutschland) bestimmt. Die Kj-Werte wurden nach Dixon durch lineare Regression mittels eines Compuierprogramms 5 
ermittelt. Die Ki-Werte sind das Mitt el aus mindestens drei Bestimmungen, die Standardabweichung lag unter 25%. Die 
getesteten Inhibitoren und ihre Inhibiuonskonstanten fur verschiedene Proteasen sind in der folgenden Tab ell e 1 darge- 
siellt: 

Tabelle 1 10 
Inhibit ° r Name »PA Plasmin Srom^n Trypsin F Xa 



° }-\ ST 269 27 >1000 >1000 >1000 >1000 



H 2 N 



15 



20 




ST 270 46 >1000 >1000 >1000 >)000 

25 

ST 242 36 >1000 >J000 >1000 >1000 

30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Inhibitor 



Name 



Ki [mM] 

uPA Plasmin Thrombin Trypsin FXa 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



H H,N 




H H,N 



H 2 N 




-e 



ST 274 13 >1000 >1000 >1000 >1000 



ST 293 2,4 >1000 600 46 >1000 



ST 282 240 >1000 >1000 >1000 >1000 



ST 267 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 



22} >1000 >1000 42 >1000 



>1000 



ST 294 



37 >1000 >1000 >1000 



NH 



40 



45 



50 



55 



60 




HN, 



n v U 



W // > N H 



42) >1000 >1000 37 >1000 



SX270 46 >1000 >1000 >1000 >1000 



-^LO-B ST 271 51 >IC00 >1000 >1000 >1000 



H.N 



ST 275 >1000 ->1000 >1000 >1000 >1000 



65 
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Inhibitor 



Name Ki [jiM] 

uPA Plasmin Thrombin Trypsin FXa 



NH 



ST 273 52 



ST 301 29 





V"» ST311 12 



ST 312 2,8 



ST 313 35 



H 

H,N 

O^i^ 1 ST315 11 



130 >1000 >1000 >1000 



170 >1000 >1000 330 



??? >1000 200 >1000 



??? >1000 100 >1000 



??? >1000 ??? >1000 



??? >1000 200 >1000 



Die Verbindungen ST293, 312 und 315 weisen einen Ki-Wert fur uPA von > 1000 urn auf. 

Die als ST293 und ST312 bezeichneten Verbindungen erwiesen sich als besonders wirksame und selektive Inhibito- 
ren. 

Patenianspruche 
1. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 

CHX'R 1 




(R 2 ), 



NH 

worin 

Ar ein aromatisches oder heteroaromaLisches Ringsvstem bedeutet, 
X 1 NR 3 R 4 , OR 3 , SR 3 , COOR 3 , CONR 3 R 4 oder COR 5 bedeutel, 

R 1 H, einen gegebehenfalls substituienen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinvl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest, oder COOR 3 , 
CONR 3 NR 4 oder COR 5 bedeutet 

R 2 Halogen, C(R 6 ) 3 ). C 2 (R 6 ) 5 , OC(R 6 ) 3 oder OC 2 (R 6 ) 5 bedeutet, 
R 3 H oder einen beliebigen organischen Rest bedeutel, 

R 4 H oder einen gegebenen falls substituienen Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinyl-Rest bedeutel, 

R 5 H, einen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Carboxy- alkyl-, Carboxy- alkenyl-, Carboxy-alkinyl-, Carboxy-aryl- oder 
Carboxy- heteroarylrest. bedeutet wobei die Alkyl-, Aryl- und Heteroarylreste gegebenen falls substituiert sein kon- 
nen, 

R 6 jeweils unabhangig H oder Halogen, insbesondere F, ist und 
m eine ganze Zahl von 0 bis 4 ist, 
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oder Salzen dieser Verbindungen zur Herstellung eines Mittels zur Hemmung des Urokinase-Plasminogenaktiva- 
lors. 

2. Verwendung von Verbindungen nach Anspruch 1, worin Ar einen Benzolring bedeutet. 

3. Verwendung von Verbindungen nach Anspruch 2, worin die Subst.il uenten-CHX 1 !* 1 und -NHC(NH)NH 2 in 
para- Position zueinander angeordnet sind. 

4. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin R 3 eine Gruppe der allgemeinen For- 
mel II bedeutet: 




io Ni>^ ^-X 3 *"^ (II) 



worin 

X 2 NH, NR 4 , O oder S bedeutet, 
15 X 3 NH, NR 4 , O, S, CO, COO, CONH oder CONR 4 bedeutet, 

Y C(R 8 ) 2 bedeutet, 
R 4 wie in Anspruch 1 definiert ist, 

R 7 H oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylresl oder -SQ2- 
R 9 bedeutet, 

20 R 8 jeweils unabhangig H, Halogen oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/ 

und Heteroarylresl bedeutet, 

R 9 H oder einen gegebenenfalls substituierten Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl- oder/und Heteroarylrest bedeutet 
und 

n eine ganze Zahl von 0 bis 2 ist. 
25 5. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin R 3 eine Gruppe der allgemeinen For- 

mel ma, lUb oder Hie bedeutet: 



30 



\r R Ilia 

O 




Illb 



O 



O 
II 

S R 9 IIIc 

O 

worin R 7 und R 9 wie in Anspruch 4 definiert sind. 

6. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 4 oder 5, worin R 7 und R 9 ausgewahlt sind aus gege- 
benenfalls substituierten Aryl-, insbesondere Phenyl- und subsutuierien Phenylrestem und gegebenenfalls substitu- 

50 ierten tertiaren Alkylresten oder Cycloalkylresten, insbesondere Bicycloalkylresten wie Adamantyl. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindungen die allgemeine 
Formel IV aufweisen: 



(R 2 )m (R 2 )m 



55 




worin Ar, X 1 , R 2 und m unabhangig bei jedem Vorkommen gleich oder verschieden sein konnen und eine Bedeu- 
tung wie in Anspruch 1 definiert besitzen. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Bekampfung von 'Krankheiten, die mir. einer pathologischen 
Uberexpression von Urokinase oder/und Urokinase-Rezeptor assoziiert. sind. 
65 9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Tumorbekampfung. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9 zur Bekampfung der Metastasenbildung. 

11. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Herstellung von oral, topisch, rektal oder parente- 
ral verabreichbaren Arzneimitteln. 

10 



40 




45 



J 
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12. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche in Form von Tableuen, Dragees, Kapseln, Pellets, 
Supposiiorien, Losungen oder transdermalen Systemen wie Pfl astern. 

13. Verfahren zur Urokinasehemmung bei Lebewesen, insbesondere beim Menschen, durch Verabreichung einer 
wirksainen Menge mindestens einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7. 

14. Verbindungen der Forme! (I) 




CHX'R 1 



(I) 



NH 



worin Ar, X 1 , R 1 , R 2 und m wie in einem der Anspruche 1 bis 7 definiert sind. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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Figur 1 

Synthese der hydrierungsstabilen Verbindungen: 




Triolhylamin / CH ? CI, 

"2 
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Figur 2 

Synthese der hydrierungslabilen Verbindungen: 





Dioxan/H.O/NaOH II \ L IJ Acoton 




H 

BOC Y (7) 

^BOC 





R 



95% Trifluoressigsaure "n 



R v ci 
o 

Triethylamin / CH,CI, 



BOC || 

^BOC 
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